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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Evropa je glavni svetovni proizvajalec in izvoznik sadik vinske trte (Vitis vinifera L.) in 
vina. Na lestvici glavnih svetovnih proizvajalk vina so na prvih treh mestih kar 3 evropske 
države. Italija, Španija in Francija, Slovenija pa se po pridelavi vina uvršča na visoko 45. 
mesto na svetovni ravni (Food and Agriculture Organization, 2015). Približno 70 % vsega 
grozdja se uporabi za pridelavo vina. (World Vitiviniculture Situation, 2017). Za 
zagotavljanje kakovostnih vin sta pomembni kakovost in količina grozdja. Ta pomembni 
gospodarski odsek danes ogrožajo številne bolezni vinske trte, med njimi glivne bolezni 
(peronospora, oidij, botritis, črna pegavost, rdeči listni ožig, črna gozdna gniloba) ter 
bolezni trsnih rumenic (GY), ki jih povzročajo fitoplazme – taksonomsko nesorodne 
fitopatogene bakterije iz razreda Mollicutes. V Evropi sta glavni fitoplazemski 
povzročiteljici trsnih rumenic (GY) na vinski trti zelo razširjena navadna trsna rumenica ali 
počrnelost lesa (»bois noir«, BN), ki jo povzroča 'Candidatus Phytoplasma solani' (BNp), 
in zlata trsna rumenica (Flavescence dorée, FD), ki jo povzroča karantenska fitoplazma 
FDp (Firrao in sod., 2005).  
Pripravki za zatiranje fitoplazem ne obstajajo, proti njim pa so zaenkrat uveljavljeni ukrepi, 
ki vključujejo izsekavanje okuženih vinskih trt ter zatiranje plevelov in prenašalcev 
fitoplazem. Mehanizmi fitoplazemskih interakcij z gostitelji, vključno z interakcijami BNp, 
so dokaj nepoznani, a novejše raziskave bolezni BN kažejo na spremembe v gostiteljski 
rastlini na transkriptomski, proteomski in metabolomski ravni (Hren in sod., 2009, Prezelj 
in sod., 2013). Iz drugih interakcij med rastlinami in mikrobnimi patogeni vemo, da slednji 
izdelujejo specifične efektorske proteine, ki jih izločajo v gostiteljsko celico. Z njimi 
izboljšajo svoj fitnes ter olajšajo kolonizacijo in pomnoževanje tako, da med okužbo 
inducirajo različne fiziološke in morfološke spremembe v gostitelju. Efektorji naj bi 
predstavljali osrednji razred molekul, ki so vključene v interakcije med rastlino in 
patogenom. Raziskave fitoplazemskih efektorjev so bile do sedaj narejene za fitoplazmo 
Ca. P. asteris (Firrao in sod., 2005), za pšenično modro pritlikavo (WBD) fitoplazmo 
(Wang in sod., 2018), fitoplazmo, ki povzroča bolezen čarovniške metle na pavlonijah 
(Paulownia tomentosa L.) (Fan in sod., 2018), za fitoplazmo Ca. P. mali (Janik in sod., 
2017), maize bushy stunt (MBS) fitoplazmo (Orlovskis in sod. 2017) in za fitoplazmo Ca. 
P. aurantifolia (Anabestani in sod., 2017). 
1.2 CILJI MAGISTRSKE NALOGE 
Glavni cilj magistrske naloge je bil izboljšanje poznavanja vpliva efektorjev fitoplazem 
BNp, ki povzročajo izražanje bolezenskih znamenj na gostiteljski rastlini. 
S pomočjo bioinformatskih orodij smo izbrali potencialne efektorje BNp, ki vplivajo na 
rastlinski fenotip. Skupina dr. Günterja Braderja z Avstrisjkega inštituta za tehnologijo je 
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sekvencirala genome sevov, ki na območjih Avstrije in Slovenije povzročajo jasno ločljiva 
fenotipska bolezenska znamenja. S tem so dobili osnovo za primerjalno genomiko skupine 
bližnje sorodnih sevov, ki kažejo razlike v bolezenskih znamenjih na madagaskarskemu 
zimzelenu (Catharanthus roseus L.), kot modelni rastlini za raziskave fitoplazem. Z 
uporabo bioinformatskih orodij so po sekvenciranju postavili katalog efektorjev iz bližnje 
sorodnih sevov, prevladujočih sevov in sevov, ki povzročajo različna bolezenska 
znamenja.  
Efektorje, ki vplivajo na izražanje bolezenskih znamenj, predvsem na fenotipskem nivoju, 
smo želeli s prenosom s plazmidi, prenesti v rastlinske celice vinske trte in tobaka ter 
opazovati bolezenska znamenja, ki bi se začela pojavljati, zaradi izražanja efektorskih 
molekul fitoplazem.  
Izražanje potencialnih efektorjev smo ocenili tako, da smo izbrane efektorske sekvence po 
ustreznih postopkih kloniranja v binarne vektorje agroinfiltrirali v liste gostiteljskih rastlin. 
Sledila je lokalizacija efektorjev v celicah modelnih rastlin tobaka (Nicotiana benthamiana 
L.) s pomočjo konfokalne mikroskopije. Poskusili smo vpeljati tudi postopek za prehodno 
transformacijo vinske trte. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE  
 Nekatere sekvence posameznih efektorjev BNp bomo lahko vstaviti v ustrezne 
efektorje za kloniranje. 
 S postopki prehodne transformacije bomo lahko izrazili nekatere potencialne 
efektorje BNp, ki so bili v prejšnjih raziskavah s sekvenciranjem genoma različnih 
sevov fitoplazem BNp in bioinformatskimi analizami identificirani v modelnih 
rastlinah. 
 Efektorji  se bodo izražali predvsem v jedru celic modelnih rastlin. 
 Glede na štiri predhodne objave smo predvidevali, da nam bo uspelo uvesti 
postopek prehodne transformacije rastlin vinske trte. 
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2 PREGLED OBJAV 
Evropa velja za glavnega svetovnega proizvajalca in izvoznika sadik vinske trte in vina. Na 
prvih treh mestih svetovnih proizvajalk grozdja in vina so prav evropske države: Italija, 
Francija in Španija. Pomembna evropska država v proizvodnji vina je tudi Slovenija. Več 
kot 70 % slovenskih vin je klasificiranih kot vrhunska vina. To pomembno gospodarsko 
področje danes ogrožajo številne bolezni, med katerimi so zelo pomembne epidemije 
bolezni trsnih rumenic, ki jih povzročajo fitoplazme (Pavan in sod., 2012). 
Vinska trta (Vitis vinbifera L.) je lesna kritosemenka, ki spada v družino Vitaceae. V to 
družino pa poleg vinske trte spada še 910 drugih vrst (Christenhusz in sod., 2016). Trta je 
industrijsko pomembna rastlina zaradi proizvodnje tako namiznega grozdja kot tudi 
grozdja za namen predelave v vino.  
2.1 ZGODOVINA RAZISKAV FITOPLAZEM 
Fitoplazme so pred 50 leti odkrili japonski  znanstveniki, prvotno pa so jih poimenovali 
mikoplazmam podobni organizmi. Obstajajo navedbe, da so že leta 1603 zabeležili bolezen 
pritlikavih robid, kar so prvotno pripisovali virusnemu obolenju, saj virusi podobno kot 
fitoplazme potrebujejo vektorski organizem za prenos in jih ne moremo gojiti neodvisno 
od drugih organizmov (Doi in sod., 1967). Obstajajo sicer objave o razvijanju potencialnih 
umetnih gojišč za fitoplazme, kar nakazuje, da bi lahko bili zelo blizu uspešnemu gojenju 
teh organizmov v razmerah in vitro (Contaldo in sod., 2016). S tem bi lahko bolj podrobno 
klasificirali fitoplazme v filogenetske sisteme, saj sama analiza zaporedja DNA za 
klasifikacijo ni dovolj. Zaradi tega imajo fitoplazme v svoji nomenklaturi predpono 
'Candidatus', ime, ki sicer velja za tiste bakterije, ki jih še ne znamo gojiti  v razmerah in 
vitro. Leta 1992 so ti organizmi na 10. kongresu Nacionalne organizacije za 
mikoplazmologijo dobili ime fitoplazme, ki še obstaja do danes (Firrao in sod., 2005). 
2.2 TAKSONOMIJA FITOPLAZM 
Taksonomska razvrstitev fitoplazem temelji na rezultatih različnih metod, kot so analize 
RFLP (»restriction fragment lenght polymorphism«), najpogosteje uporabljena metoda pa 
temelji na razlikah v dolžini fragmentov 16S ribosomalnih RNA genov, razrezanih z 
encimi. Realno število taksonomskih skupin ni dorečeno, zaenkrat pa jih raziskovalci 
uvrščajo v 28 skupin. V vsaki od teh skupin je vsaj po en predstavnik fitoplazme 
karakteriziran z biološkimi, fitopatološkimi in genskimi lastnostmi (Zhao in Davis, 2016). 
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2.3 LASTNOSTI FITOPLAZEM 
2.3.1 Morfologija 
Glavna razlika med fitoplazmami in drugimi bakterijami je ta, da imajo fitoplazme 
namesto celične stene troslojno membrano. Spadajo v razred bakterij Mollicutes, njihova 
velikost pa ne presega 1000 nm (Bertacini in Duduk, 2009). 
2.3.2 Genomi fitoplazem 
Do sedaj so bili sekvencirani genomi treh sevov fitoplazem 'Ca. P. asteris' (Oshima in sod., 
2004, Bai in sod., 2006, Orlovskis in sod., 2017), dveh sevov 'Ca. P. australiense' (Tran-
Nguyen in sod., 2008, Andersen in sod., 2013) in enega seva 'Ca. P. mali' (Cube in sod., 
2008).  Fitoplazme imajo zelo majhne genome. Velikosti genomov znašajo med 0.5-1.3 
Mbp. Vsebnost G in C nukleotidov je izredno nizka, okoli 23 %, kar velja nekako za 
spodnjo mejo delujočega genoma. Fitoplazme so izgubile več kot 75 % genov, zato ne 
morejo preživeti izven gostiteljskega organizma. Izvirale naj bi iz bakterij pozitivnih po 
Gramu. Nekatere fitoplazme vsebujejo tudi izvenkromosomsko DNA v obliki plazmidov 
(Lee in sod., 2000). 
Kljub njihovemu majhnemu genomu, se nekateri geni pojavljajo v več kopijah. Genom 
fitoplazem ne vsebuje značilnih genov za metabolne funkcije, prav tako ne deluje pot za 
homologno rekombinacijo, ki poteče pri delitvi. Sevi fitoplazem, ki so bili sekvencirani, 
kažejo na  to, da so fitoplazme izgubile gene potrebne za ATP-sintazo in so zato močno 
odvisne od glikolize gostiteljskega organizma za produkcijo energije. Je pa zanimivo, da so 
pri najbolj patogenem sevu fitoplazme 'Ca. P. asteris' podvojeni geni, ki kodirajo 5 
ključnih genov za glikolizo. To nakazuje, da je podvojitev takšnih genov pomemben 
dejavnik za patogenost organizma, saj pri sevu 'Ca. P. mali' niso našli nobenega takšnega 
gena, so pa našli gen za 2-dehidro-3-deoksifosfoglukonat aldolazo iz česar sledi, da se 
piruvat pri tej fitoplazmi sintetizira neodvisno od glikolize. Fitoplazme imajo ohranjene 
gene, ki sodelujejo pri sekreciji virulenčnih deajvnikov, tudi efektorskih molekul. Kot 
ostali pripadniki razreda Mollicutes, imajo tudi fitoplazme zaporedje stop kodona UGA. 
Njihov genom vsebuje tudi veliko število transpozonov, insercijskih sekvenc in 
ponavljajočih se izven genomskih palindromskih zaporedij, katerih vloga ni točno znana 
(Kube in sod., 2012).  
2.3.3 Gostiteljske rastline 
Fitoplazme so patogeni tako prehransko pomembnih kot tudi drugih rastlin. Odgovorne so 
za več sto bolezni na različnih rastlinskih vrstah (Hogenhout in sod., 2008). Med 
pomembnejše gostiteljske rastline BNp uvrščamo vinsko trto (Vitis vinifera L.), koprivo 
(Urtica dioica L.), njivski slak (Convolvulus arvensis L.) (Cvrković in sod., 2014).  
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2.3.4 Prenos fitoplazem med rastlinami z žuželkami 
Za prenos fitoplazem med rastlinami poskrbijo prenašalci, žuželke, kot so škržatki ter 
druge žuželke, predvsem iz reda Hemiptera. Znano je, da FDp prenaša ameriški škržatek 
(Scaphoideus titanus L.), ki se preferenčno hrani na vinski trti. BNp pa se najpogosteje 
prenaša s pomočjo svetlečega škržatka (Hyalesthes obsoletus L.), ki pa nima prioritetne 
gostiteljske rastline in se hrani na različnih. Fitoplazme vstopijo v žuželko preko stileta, 
potujejo skozi črevesje do hemolimfe ter se ustavijo v žlezah slinavkah. Celoten proces 
premika po žuželki lahko traja do 3 tedne. Fitoplazme živijo v hemolimfi žuželk in se 
razmnožujejo večinoma brez vpliva na gostitelja, lahko pa se pojavi povečana smrtnost v 
juvenilni dobi žuželk. Prenašalci se hranijo v floemskih elementih gostiteljskih rastlin, ki 
so bogati s sladkorji, fitoplazme pa tako neposredno prehajajo v rastline in jih tako okužijo. 
Možno je, da se rastlina okuži z več različnimi sevi fitoplazem (Christensen in sod., 2005).  
2.3.5 Prenos po rastlini 
Za potovanje fitoplazem po gostiteljski rastlini je značilno, da potujejo s floemskim tokom 
od izvora do ponora. Potujejo počasneje kot drugi topljenci v floemu, njihov transport pa 
še ni podrobno raziskan (Christensen in sod., 2004). 
2.3.6 Gojenje fitoplazm 
Trenutno je v uporabi za raziskovanje odnosa fitoplazma-gostitelj gostiteljska rastlina 
madagaskarski zimzelen (Catharantus roseus L.). Madagaskarski zimzelen je idealen za 
fitoplazemske raziskave, saj je izredno dovzeten za okužbe z različnimi vrstami 
fitoplazem, uporaben pa je predvsem zato, ker prenese visok fitoplazemski titer. Poleg tega 
je enostaven za gojenje. Razvoj bolezenskih znamenj v madagaskarskem zimzelenu je 
odvisen od vrste fitoplazem, ni pa znana točna povezava med raznolikostjo sevov in 
ekspresijo efektorjev ter bolezenskimi znamenji (Aryan in sod., 2014). 
Mediji, s katerimi poskušajo zadostiti pogojem za gojenje fitoplazm, temeljijo na formulah 
za gojenje rastlinskih endofitov s posebej visokimi koncentracijami NaCl za zmanjšanje 
bakterijske rasti. Z zmožnostjo gojenja fitoplazem na umetnem mediju se bomo učinkovito 
približali globlji biološki karakterizaciji teh organizmov in novim učinkovitim načinom 
zatiranjem teh organizmov v naravi (Contaldo in sod., 2016). 
2.3.7 Bolezenska znamenja 
Fitoplazme lahko na svojih gostiteljskih rastlinah inducirajo različna bolezenska znamenja. 
Pojavi se lahko razvoj listov na mestih, kjer bi moral biti cvetovi, virescenca (razvoj 
zelenih cvetov, zaradi izgube pigmenta), sterilnost cvetov, proliferacija auksilarnih in 
aksilarnih poganjkov, nenormalno podaljšani internodiji itd. Na izražanje bolezenskih 
znamenj lahko vpliva več dejavnikov, kot so vrsta gostitelja, koncentracija in lokalizacija 
fitoplazme (npr. različni sevi iste fitoplazme lahko dosežejo različne koncentracije v 
gostiteljskih organizmih), obdobje okužbe in metabolne interakcije med fitoplazmo in 
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njenim gostiteljem (Prezelj in sod., 2013). Možno je, da se bolezenska znamenja pojavijo 
zaradi porabe metabolitov gostiteljskih rastlin, kar poruši ravnovesje v rastlini.  En sev 
fitoplazme lahko inducira različna bolezenska znamenja pri različnih gostiteljih. Po drugi 
strani lahko različni sevi fitoplazem izzovejo podobna bolezenska znamenja. Spremembe 
se izražajo predvsem na nivoju izražanja rastlinskih genov, predvsem v povezavi s 
pridobivanjem energije in biotskim stresom (Lee in sod., 2000).    
2.4 FITOPLAZME, KI V EVROPI POVZROČAJO TRSNE RUMENICE 
V Evropi sta zaenkrat opisani dve glavni vrsti fitoplazem, ki ju povezujemo s trsnimi 
rumenicami. Navadno trsno rumenico ali počrnelost lesa (BN) povzroča Candidatus P. 
solani (BNp), ki jo povezujemo s fitoplazmami iz ribosomske skupine  stolbur /16SrXIIA. 
Povzročitelj zlate trsne rumenice (Flavescence doree, FD) je FDp. BNp je splošno 
razširjena v Avstriji, Sloveniji in drugod po vsem Mediteranu in širše. V zadnjem 
desetletju je na določenih območjih dosegla stopnjo okuževanja od 50 do 80 %.  FDp pa je 
na celotnem področju Evrope karantenski organizem na jelši (Alnus glutinosa L.) (Arnaud 
in sod., 2007). Opis prenašalca FDp in bolezen sta bila prvič opisana v Franciji v polovici 
prejšnjega stoletja, od takrat pa se je tudi začela širiti v druge evropske države, kjer se 
ukvarjajo z vinogradništvom (Belli in sod., 2010) 
'Candidatus Phytoplasma solani' 
BNp se na terenu pojavlja v dveh genskih skupkih, določenih na osnovi gena za 
elongacijski faktor Tu (tuf), tuf-a in tuf-b. Znanstveniki predpostavljajo, da so ti genski 
skupki povezani z različnimi naravnimi epidemičnimi cikli. Tuf-a povezujemo predvsem z 
njenim glavnim rastlinskim rezervoarjem veliko koprivo (Urtica dioica L.), tuf-b pa se 
pojavlja v različnih plevelih, kot na primer v njivskem slaku (Convolvolus arvensis L.). 
Epidemija BN je povezana z obema rezervoarjema, saj je vinska trta gostitelj s slepim 
koncem (Aryan in sod., 2014), saj se na njej ne razvijejo nimfalni stadiji svetlečega 
škržatka (Hyalesthes obsoletus L.) in je zaradi tega vinska trta naključna gostiteljska 
rastlina BNp. Opazili so, da genske skupke tuf-b prenaša tudi mrežekrili škržatek (Reptalus 
panzeri L.) (Cvrković in sod., 2014). Prav tako pa še tudi ni znano kako oz. kateri so drugi 
gostiteljski organizmi udeleženi pri epidemiologiji na evropskih tleh. V Sloveniji je malo 
razpoložljivih podatkov o tipih BNp. Posamezni vzorci pa so imeli oba genska skupka, tuf-
a in tuf-b (Johannesen in sod., 2008; Vidmar, 2017). 
2.4.1 Bolezenska znamenja na vinski trti 
Fitoplazme na vinski trti povzročajo raznolika bolezenska znamenja kot so: razbarvanje 
listov, nenormalna velikost listov, nepopolna lignifikacija, otežena rast korenin in njihova 
nekroza, rastline brez cvetov in sušenje grozdnih jagod. Vsa ta zanmenja v končni fazi 
vodijo k zmanjšani vitalnosti rastline in zmanjšanemu pridelku. Okužba s fitoplazmami se 
lahko izrazi tudi kot porumenitev listov, verjetno zaradi prisotnosti fitoplazem v floemu 
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rastlin, kjer ovirajo transport sladkorjev, ki je namenjen za sintezo klorofila (Bertamini in 
sod., 2003). 
Pri analizah transkriptoma vinske trte okužene z BNp so ugotovili, da se napredovanje 
bolezni povezuje z metabolizmom ogljikovih hidratov, različnimi odgovori na stres, 
sekundarnim metabolizmom, prenosom signalov in transkripcijsko in hormonsko 
regulacijo (Hren in sod., 2009, Rotter in sod., 2018, Dermastia in sod., 2015, Dermastia in 
sod., 2017, Albertazzi in sod., 2009). 
2.5 EFEKTORJI FITOPLAZEM 
Efektorske molekule so večinoma proteinskega izvora. V širšem pogledu lahko pod ta 
termin štejemo elicitorje, strupe, rastlinske hormone, encime za razgradnjo celične stene in 
druge molekule, ki jih proizvajajo različni organizmi z namenom kolonizacije določene 
življenjske niše, izmikanja zaznavi gostitelja, imunske oslabitve gostitelja, vstopa v oz. 
izstopa iz gostitelja in pridobivanja hranil gostitelja (Sugio in sod., 2014). 
Eden izmed pomembnejših znanih fitoplazemskih efektorjev je »tengu«, ki je raziskan v 
fitoplazmi Ca. P. asteris. Ime efektorja izhaja iz opisa morfoloških bolezenskih znamenj, ki 
nastanejo z delovanjem tega efektorja in so podobni japonskemu mitološkemu bitju. 
Rastlina zaradi delovanja efektorja oblikuje majhna, kratka medkolenčja, ki so podobna 
čarovniškim metljam, ki se lahko pojavijo pri okužbah z drugimi fitoplazmami (Hoshi in 
sod., 2009)   
Obstaja več razlogov zakaj fitoplazme izločajo efektorje in s tem povzročijo obolenja na 
gostiteljskih rastlinah. Možno je, da bolezenska znamenja, kot so čarovniške metle in 
virescenca (razvoj zelenega pigmenta na mestih, kjer običajno ni prisoten, npr. cvet) 
privabljajo fitoplazemske žuželčje prenašalce, ki jih potem fitoplazme uporabijo za prenos 
do drugih gostiteljev. Nekateri efektorji inducirajo filoidijo, kar pomeni, da se rastlina ne 
razvije do faze cvetenja, ko bi po cvetenju propadla ter se tako življenjska doba rastline 
podaljša v prid fitoplazmi, ki gostuje v rastlini. Še zadnja možna razlaga pa nakazuje na to, 
da efektorji fitoplazem interferirajo s najpomembnejšimi signalnimi potmi v rastlini v 
smislu redukcije izločanja jasmonske kisline, ki ima ključno vlogo pri obrambi rastline 
pred patogeni (Sugio in sod. 2011). 
Proteini udeleženi v od sec odvisnem translokacijskem sistemu veljajo za pomembnejše 
fitoplazemske molekule s področja interakcij z gostiteljskimi celicami. Ta sistem omogoča 
fitoplazmam prenos molekul iz citosola fitoplazemske celice preko membrane v floemske 
elemente gostiteljske rastline. (Rashid in sod., 2018). Proteini (SecA, SecB, SecE 
SecEYG…), ki spadajo v od sec odvisen translokacijski sistem bi naj veljali za 
najpomebnejše faktorje pri fitoplazemski patogenezi (Kakizawa in sod. 2004). 
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2.5.1 Efektorji fitoplazme BNp 
Tarče fitoplazemskih efektorjev poznamo le površinsko, o efektorjih BNp pa ne vemo 
veliko. Sekvence genomov fitoplazem, ki jih pridobivajo z novimi tehnologijami 
sekvenciranja predstavljajo osnovo za študije efektorjev fitoplazem BNp.
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MATERIAL IN METODE  
2.6 MATERIAL 
2.6.1 Rastline za transformacijo 
2.6.1.1 Vinska trta 
Rozge vinskih trt (Vitis vinifera cv. “Chardonnay”) smo dobili iz vinograda v Črničah. V 
vinogradu v drevesnici Vrhpolje v Vipavi smo rozge z vinskih trt najprej navlažili. 
Podtaknjence iz rozg smo pripravili tako, da smo spodnji del odrezali ravno pod popkom, 
zgornjo stran pa smo odrezali nekaj centimetrov nad naslednjim popkom. Podtaknjence 
smo nato podtaknili v pladnje z vlažnim vermikulitom in postavili v komoro, kjer so po 4 
tednih pognali korenine. Pladnje s podtaknjenci smo prepeljali v Ljubljano, kjer smo jih 
presadili v lončke premera 14 cm. Sledila je rast približno 6 tednov v rastlinjaku. 
2.6.1.2 Tobak 
Semena tobaka (Nicotiana benthamiana) (ID:409) smo posejali v lonček ter jih gojili v 
rastni komori s stalnimi razmerami: fotoperiodo 16 ur svetlobe ter 8 ur teme, temperaturo 
20 ± 2 °C in relativno zračno vlago 75 ± 2 %. Po 2 tednih, ko so bili mladi poganjki dovolj 
veliki, smo jih presadili vsakega v svoj lonček in jih vzgajali v rastni komori v enakih 
razmerah. Za poskus smo uporabili rastline stare 4 tedne.  
Rastline tobaka transformirane z našimi efektorji fitoplazem  smo gojili v rastnih komorah 
za ločeno gojenje (Kambič). Na ta način so bile ločene od ostalih rastlin, s čimer smo 
preprečili možne kontaminacije.  
2.6.2 Bakterijska gojišča  
Med samim poskusom smo potrebovali različna gojišča, njihova sestava je opisana v 
preglednici 1.  
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Preglednica 1: Gojišča in njihova sestava 
Gojišče 






 Kvasni ekstrakt 
(Bacto) 
5 g/l 7.5 
  NaCl (Merck) 5 g/l  
  Tripton (Bacto) 10g/l  
  Agar (Bacto) 8 g/l  
YM 
 Kvasni ekstrakt 
(Bacto) 
0,4 g/l 7.0 
  Manitol (Kemika) 10 g/l  
 
 MgSO4 x 7H2O 
(Merck) 
0,2 g/l  
 
 K2HPO4 x 3H2O 
(Kemika) 
0,5 g/l  
  NaCl (Merck) 0,1 g/l  
  Agar (Bacto) 8 g/l  
 
LB oz. YM gojiščem smo dodali kasneje tudi ustrezne antibiotike za selekcijo v ustreznih 
koncantracijah, ki so navedene spodaj:  
 Kanamicin (50μg/ml)  
 Spectinomicin (75μg/ml)  
 Ampicilin (100μg/ml)  
 Rifampicin (10μg/ml)  
2.6.3 Kompleti reagentov  
 Komplet za kompatibilno rekombinacijsko kloniranje Gateway®: pENTR™ Directional 
TOPO® Cloning Kit (Invitrogen)  
 Komplet za kompatibilno rekombinacijsko kloniranje Gateway®: pCR8TM/GW/TOPO® 
TA Cloning Kit (Invitrogen)  
 Komplet za reakcijo PCR: Phusion® High-Fidelity PCR Kit (Biolabs)  
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 Komplet za reakcijo PCR na osnovi kolonije: KAPA2GTM Robust HotStart Colony PCR 
(Kapa biosistems)  
 Komplet za izolacijo DNA iz agaroznega gela: Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 
System (Promega)  
 Komplet za izolacijo plazmidov: Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System 
(Promega)  
 Komplet za izolacijo plazmidov iz agrobakterij: QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen).  
 Kemijsko kompetentne celice bakterij E. coli One Shot® TOP10 (Invitrogen)  
 Elektrokompetentne celice bakterij A. tumefaciens GV3101 in LBA4404 
2.6.4 Programska oprema  
 Program za poravnavo nukleotidnih zaporedij: Vector NTI verzija 9 – AlignX (Invitrogen)  
 Izračun molarnih razmerij za TOPO reakcijo: In-Fusion Molar Ratio Calculator 
http://bioinfo.clontech.com/infusion/molarRatio.do  
 Program za določitev začetnih oligonukleotidov: Snapgene  
http://www.snapgene.com/  
 Določitev temperature prileganja začetnih oligonukleotidov: Oligoanalyzer 
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer  
 Program za slikanje agaroznih gelov: UVI Photo MW (Biosystematica)  
 Program za slikanje membran PVDF: Bio Spectrum® S10 Imaging System (UVP)  
 Program za delo s konfokalno lupo: Leica LAS X (Leica Microsystems)  
2.7  METODE 
2.7.1 Bioinformatske metode 
Potencialne efektorje so izbrali raziskovalni partnerji iz Avstrijskega inštituta za 
tehnologijo. Naredili so primerjavo zaporedij DNA devetih podtipov BN fitoplazem, ki je 
vključevala eno zaporedje podtipa tuf a, eno zaporedje podtipa tuf b2, pet zaporedij 
podtipov tuf b in tri zaporedja, ki niso uvrščena med posamezne podtipe. Za samo en 
podtip od prej devetih omenjenih, ki spada v podtip tuf b, z oznako BN601, obstaja 
podatkovna baza, kjer je opisana ekspresija genov tega podtipa fitoplazme BN. Izbranim 
nukleotidnim zaporedjem so nato v spletnih bazah nukleotidnih zaporedij in dostopni 
literaturi poiskali nukleotidna zaporedja efektorskih molekul drugih patogenih organizmov, 
ki so podobni fitoplazma ter potem ta zaporedja z računalniškimi orodji poiskali in 
poravnali z zaporedji sekvencirane DNA tistih fitoplazem, od katerih so jo imeli na voljo.  
Šest efektorskih nukleotidnih zaporedij so izbrali na podlagi podobnosti poravnav 
nukleotidnih zaporedij signalnih peptidov v bakterijah pozitivnih po Gramu in 
transmembranskih proteinskih zgradbah z nukleotidnimi zaporedji sekvencirane DNA iz 
razpoložljivih izolatov fitoplazem. Poleg tega so imele pomemben vpliv pri izbiri določitve 
posameznega gena, razpoložljive informacije, ki so bile dostopne v spletnih bazah 
podatkov.  
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Nukleotidna zaporedja potencialnih efektorskih genov BN601 so nato primerjali s 
sekvenciranimi nukleotidnimi zaporedji drugih podtipov fitoplazem, Na Nacionalnem 
inštitutu za biologijo smo nukleotidna zaporedja poravnali s programskim orodjem Vector 
NTI verzija 9 – AlignX (Invitrogen). Na osnovi dodatnih primerjav smo potrdili izbiro 
šestih potencialnih efektorjev fitoplazem, s katerimi smo nadaljevali delo.  
2.7.2 Kloniranje z metodo Gateway (Invitrogen)  
Tehnologija kloniranja Gateway® (op. terminologija v nadaljnjem besedilu je specifično 
vezna na proizvajalca) omogoča preprosto, hitro in učinkovito kloniranje tarčne sekvence 
oz. fragmenta DNA v številne ekspresijske vektorje. Osnovana je na mestno-specifičnem 
rekombinacijskem sistemu, ki ga uporablja bakteriofag λ za vključevanje svoje DNA v 
kromosom bakterije E.coli.  
Poteka v dveh stopnjah. Najprej tarčno sekvenco oz. produkt s topim koncem vključimo v 
komercialno dostopni vstopni vektor (angl. entry vector), ki se v naslednji reakciji LR 
rekombinira v ciljni vektor (angl. destination vector). Encim LR Clonase II katalizira 
rekombinacijo med vstopnim fragmentom, ki leži med mestoma attL1 in attL2, ter 
fragmentom na ciljnem vektorjem, ki ga obdajata rekombinacijski mesti attR1 in attR2. 
Ciljni vektor lahko enostavno transformiramo v bakterijo A. tumefaciens. V naslednji 
stopnji nato z metodo agroinfiltracije, s katero sprožimo prehodno izražanje genov v 
rastlinah, rastlinskih organih ali rastlinskih celičnih kulturah, izrazimo želen gen v 
rastlinah.  
Tehnologija kloniranja Gateway® ima številne prednosti. Pri njej ni potrebna uporaba 
ligaz in restriktaz, ki ju uporabljajo pri klasičnem kloniranju, kjer lahko pride do tega, da se 
izreže želen gen. Prav tako omogoča kloniranje insertov večjih od 5 kb. Primerna je za 
analize specifičnosti promotorja, lokalizacijske študije proteinov, študije interakcij med 
različnimi proteini, študije izražanja konstitutivnih in inducibilnih promotorjev, utišanja 
genov z RNA interferenco idr.   
Z metodo rekombinacijskega kloniranja Gateway® smo efektorska zaporedja vstavili v 
vstopni vektor pENTRTM/D-TOPO®, ki smo ga nato subklonirali v ciljni vektor. Za 
prehodno transformacijo rastlin vinske trte smo uporabili ciljni vektor pK2GW7, za 
lokalizacijo efektorjev v celicah tobaka pa pH7WGY2 (Preglednica 2).  
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Preglednica 2: Pregled konstruktov, vstopnih in ciljnih vektorjev uporabljenih v poskusih 
 
2.7.2.1 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov  
S pomočjo programa Snap gene, smo na podlagi znanih nukleotidnih efektorskih zaporedij 
in plazmidov, načrtovali začetne oligonukleotide. Temperaturo prileganja (Tm) smo nato 
določili s programom Oligoanalyzer. Začetne oligonukleotide smo načrtovali tako, da se je 
Tm obeh začetnih oligonukleotidov uporabljenih v reakciji PCR razlikovala največ za 1 
°C. Ker si začetni oligonukleotidi niso bili podobni po naležni temperaturi, smo za prvih 
nekaj ciklov pri nastavitvi PCR izbrali možnost širšega temperaturnega območja. 
Za pomnoževanje efektorskih zaporedij smo uporabili začetna oligonukleotida FP in RP. 
Začetnemu oligonukleotidu FP, ki je bil komplementaren 5'-koncu efektorja, smo dodali na 
začetek sekvenco CACC, ki je bila komplementarna vstopnemu plazmidu pENTRTM/D-
TOPO®.  
Konstrukt  Vstopni vektor  Ciljni vektor  Uporaba konstrukta  
efektorji (6x) pENTRTM/D-
TOPO®  




pH7WGY2  Lokalizacija 
efektorjev v celicah  
Slika 1: Shematski potek kloniranja z metodo Gateway® (vir: 
https://gateway.psb.ugent.be/vector/show) 
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2.7.2.2 Verižna reakcija s polimerazo  
S pomočjo kompleta Phusion® High-Fidelity PCR (Biolabs) smo s PCR pomnožili 
nukleotidna zaporedja efektorjev.  
Najprej smo pripravili ustrezno reakcijsko mešanico (Preglednica 3). Za pomnoževanje 
smo uporabili polimerazo Phusion DNA, ki ima lastnost kontrolnega branja, s katerim 
poveča svojo natančnost in zmanjša število mutacij. Nastanek produktov PCR s topim 
koncem omogoča s polimerazno aktivnostjo 5´→ 3´ in z eksonukleazno aktivnostjo3´→ 5´. 
Za vsako zaporedje smo potrebovali različna začetna oligonukleotida (Preglednica 10). 
Nato smo 24 μl reakcijske mešanice dodali 1 μl matrične DNA, ki smo jo ustrezno redčili. 
Kot kontrolo smo uporabili reakcijsko mešanico brez matrične DNA.  
Kot matrično DNA smo uporabili 100-krat razredčeno DNA fitoplazme BN601 in celic 
vinske trte, ki smo jo prejlei z Avstrijskega inštituta za tehnologijo. Reakcijsko mešanico 
smo inkubirali v aparaturi PCR GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). 
Nastavitve programa PCR so prikazane v preglednici 4. Temperaturo prileganja smo 
prilagodili temperaturi začetnih oligonukleotidov, čas podaljševanja, pa dolžini zaporedja 
(1 min/kb).  
Preglednica 3: Vsebina mešanice za PCR 
Reagent  Založna 
koncentracija  
μl na reakcijo  Končna 
koncentracija  
Voda   15  
pufer 5x Phusion 
HF  
5x  5 1x  
mešanica dNTP   10 mM  1 1mM  
5' PCR začetni 
oligonukleotid  
10 μM  1,25  500nM  
3' PCR začetni 
oligonukelotid  
10 μM  1,25  500nM  
Phusion DNA 
polimeraza  
2 U/μl  0,5 1 U/μl  
Matrična DNA   1  100x redčena 
Končni volumen   25                                    
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Preglednica 4: Pogoji poteka PCR 
Korak  Temperatura  Čas  Število ciklov  
Začetna 
denaturacija  
98 °C 30s 1 
Denaturacija                             98 °C 30s  
Prileganje (SP04, 
SP06) 










SP14, SP18, SP28)  
 
 
62 °C - 58 °C 





5 (“touch down”) 
30 
 





72 °C 5min 1 
 
2.7.2.3 Agarozna gelska elektroforeza  
Uspešnost pomnoževanja produktov PCR smo preverili na agarozni gelski elektroforezi. 
Pripravili smo 1 % agarozni gel, tako da smo najprej zatehtali agarozo (Sigma), ji dodali 
pufer 1x TAE (Tris-acetat EDTA) (Milipore) in raztopili v mikrovalovni pečici. Vmes smo 
raztopino večkrat premešali. Ko se je raztopina nekoliko ohladila, smo ji dodali etidijev 
bromid (Sigma, c = 1 μl/20 ml raztopine agaroze) in premešali. Raztopino smo zlili v 
ustrezno velik nosilec z glavničkom. Po 30 min, ko se je gel strdil, smo ga prenesli v 
elektroforezno kadičko in dodali toliko 1× pufra TAE, da je bil popolnoma potopljen.  
Vsakemu vzorcu (25 μl) smo dodali 15 μl nanašalnega pufra (Loading Dye, Fermentas), in 
vzorce nanesli na gel. V prvo jamico na gelu smo nanesli 5 μl standarda Mass Ruler™ 
DNA Ladder Mix (Fermentas), v ostale pa vzorce z nanašalnim pufrom.  
Elektroforeza je tekla eno uro pri napetosti 100 V. Po končani elektroforezi smo gel 
osvetlili pod UV svetlobo na transiluminatorju (UViPRO) in slikali s programom UVI 
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Photo MW (Biosystematica). Glede na velikostno lestvico smo določili velikost 
fragmentov na sliki. Prav tako smo ocenili količino DNA v vzorcih.  
2.7.2.4 Čiščenje DNA in meritev koncentracije  
Produkte dobljene z reakcijo PCR, smo nanesli na modificiran gel (uporabili modificiran 
1× pufer TAE (Millipore)) in ločili fragmente po velikosti. Pri reakciji PCR se lahko zgodi, 
da pride tudi do nespecifičnega pomnoževanja in dobimo neželene produkte, zato smo gel 
pogledali pod UV na transluminatorju (Invitrogen). Gel smo osvetlili le za kratek čas, ker 
bi ob daljšem osvetljevanju z UV lahko prišlo do nastanka mutacij. S skalpelom smo 
izrezali dele gela, kjer so bili produkti DNA pravih velikosti, in jih prenesli v 
mikrocentrifugirke.  
DNA smo očistili s pomočjo kita Wizard® SV Gel and PRC Clean-Up System (Promega) 
in sledili navodilom proizvajalca. Koncentracijo in čistost DNA smo izmerili z aparaturo 
Nanodrop. Pred merjenjem smo napravo umerili z enakim volumnom vode brez nukleaz 
(Ambion). Nato smo nanesli po 1μl vzorca očiščene DNA in izmerili koncentracijo. 
2.7.2.5 Kloniranje konstruktov v vstopni vektor pENTRTM/D-TOPO®. 
Plazmidni vektor pENTRTM/D-TOPO® (Invitogen) smo uporabili kot vstopni vektor za 
rekombinacijsko kloniranje Gateway® naših efektorskih zaporedij. Vektor vsebuje tudi 
poliklonsko mesto, ki ga obdajata mesti attL1 in attL2, ki sta ključni za rekombinacijo. Za 
kloniranje konstruktov v plazmid (v našem primeru) efektorjev, je potreben enoverižni 5'-
konec CACC, ki je dodan insertom. Velikost plazmida je 2580 bp. Za pozitivno selekcijo 
nosi zapis za odpornost proti kanamicinu. 
Efektorska zaporedja smo vstavili v pENTRTM/D-TOPO® po navodilih proizvajalca 
TOPO® Cloning Procedure for Experienced Users (Invitrogen).  
Za izračun volumna produkta PCR, ki smo ga dodali v reakcijsko mešanico, smo uporabili 
program In-Fusion Molar Ratio Calculator. Molarno razmerje med insertom in vektorjem, 
ki se je pri vseh reakcijah izkazalo za najbolj uspešno, je bilo 2:1.  
Slika 2: Plazmidna karta vektorja pENTRTM/D-TOPO® (pENTR™ Directional TOPO® 
Cloning Kits, 2012).   
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V preglednici 5, je prikazana vsebina reakcijskih mešanic za posamezne TOPO reakcije. 
Vse reagente smo odpipetirali v mikrocentrifugirko in inkubirali 20 min pri sobni 
temperaturi.  











SP04 777 bp 2580 bp  1μl (5x 
redčen) 
1μl 3μl 1μl 
SP06 1521 bp 2580 bp  1μl (4x 
redčen) 
1μl 3μl 1μl 
SP13 819 bp 2580 bp  1μl (3x 
redčen) 
1μl 3μl 1μl 
SP14 1890 bp 2580 bp  1μl (2x 
redčen) 
1μl 3μl 1μl 
SP18 1623 bp 2580 bp  1μl (4x 
redčen) 
1μl 3μl 1μl 
SP28 474 bp 2580 bp  1μl (1x 
redčen) 
1μl 3μl 1μl 
 
2.7.2.6 Transformacija v E.coli ONE SHOT® TOP 10  
Pri poskusih kloniranja in transformacij smo uporabili kemijsko kompetentne celice E. coli 
One Shot® TOP10 (Invitrogen).  
Za transformacijo smo uporabili kemijsko kompetentne celice E. coli One Shot® TOP 10. 
Najprej smo odtaljenim celicam dodali 2 μl reakcijske mešanice TOPO in reakcijsko zmes 
30 min inkubirali na ledu. Nato smo celice izpostavili toplotnemu šoku za 30 sekund, tako 
da smo dali mikrocentrifugirke v vodno kopel ogreto na 42 °C, in jih zatem takoj prestavili 
na led. Dodali smo jim 250 μl gojišča S.O.C., ki je bilo segreto na sobno temperaturo in 
mikrocentrifugirke inkubirali pri 37 °C s stresanjem pri 250 vnm (vrtljajih na minuto). Po 
eni uri je sledil razmaz na plošče z gojiščem LB in ustreznim antibiotikom. Transformirane 
bakterijske celice s plazmidnim vektorjem pENTR/D-TOPO® (Invitrogen) in želenim 
insertom smo razmazali na plošče LB s kanamicinom (50 μg/ml). Plošče smo dali v 
inkubator ogret na 37 °C in inkubirali do naslednjega dne.  
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2.7.2.7 PCR bakterijskih kolonij  
S PCR bakterijskih kolonij (angl. colony PCR) smo preverili ali transformirane bakterijske 
kolonije, ki so zrastle na ploščah, vsebujejo plazmid z želenim konstruktom. Za vsak 
konstrukt smo si izbrali nekaj kolonij.  
Sestava reakcijske mešanice je prikazana v preglednici 6. Uporabili smo enake začetne 
oligonukleotide kot pri pomnoževanju efektorjev s PCR. Uporabili smo polimerazo 
KAPA2G (Kapa biosistems). Kot matrično DNA smo uporabili 1 μl resuspendirane 
bakterijske kolonije v 50 μl vode. Za negativno kontrolo nismo dodali matrične DNA, 
ampak smo odpipetirali 9 μl reakcijske mešanice in dodali 1 μl vode. V preglednici 6 je 
prikazan program, ki smo ga nastavili za PCR bakterijskih kolonij. Spreminjali smo le 
temperaturo prileganja glede na temperaturo uporabljenih začetnih oligonukleotidov in čas 
podaljševanja glede na dolžino našega konstrukta (Preglednica 7). 
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 Preglednica 6: Vsebina mešanice za PCR 
Reagent  Založna 
koncentracija 
μl na reakcijo Končna 
koncentracija 
Voda  4,54  
Pufer B 5x 2 1x 
dNTP mešanica 10 mM 1 1mM 
5' PCR začetni 
oligonukleotid 
5 μM 0,7 700 nM 
3' PCR začetni 
oligonukleotid 
5 μM 0,7 700 nM 
Polimeraza 
KAPA2G 
5 U/μl 0,06  0,3 U 
Matrična DNA  1  
Končni volumen  10  
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Preglednica 7: Pogoji poteka PCR 
Korak  Temperatura  Čas  Število ciklov  
Začetna 
denaturacija  
95 °C 10min 1 
Denaturacija                             95 °C 30s  
Prileganje (SP04, 
SP06) 










SP14, SP18, SP28)  
 
 
62 °C - 58 °C 





5 (“touch down”) 
30 
 





72 °C 5min 1 
2.7.2.8 Priprava prekonočnih in trajnih kultur  
Za pripravo prekonočnih kultur smo potrebovali centrifugirke s 5 ml tekočega gojišča LB 
in z ampicilinom. V njih smo nacepili bakterijske kolonije, za katere smo s PCR kolonij 
potrdili, da vsebujejo želen konstrukt. Centrifugirke smo stresali čez noč pri 37 °C in 250 
vnm.  
Po 16 h smo iz prekonočnih kultur izolirali plazmide in pripravili trajne kulture. Trajne 
kulture smo pripravili tako, da smo k 800 μl prekonočne bakterijske kulture dodali 200 μl 
sterilnega 80 % glicerola, premešali na vibracijskem mešalniku in mikrocentrifugirke 
zamrznili v tekočem dušiku. Shranili smo jih v skrinjo pri -80 °C. 
2.7.2.9 Izolacija plazmidov  
Plazmidno DNA smo izolirali iz prekonočne kulture po navodilih kompleta Plasmid 
isolation GenElut TM Plasmin Mini prep Kit (Sigma). Po koncu izolacije smo izmerili tudi 
koncentracijo in čistost plazmidne DNA z aparaturo za merjenje nukleinskih kislin Nano 
Drop (NanoDrop Technologies). Vzorce smo shranili v skrinji pri -20 °C. 
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2.7.2.10 Sekvenciranje  
Da smo imeli pravilen insert v ustreznem ciljnem vektorju, smo potrdili s sekvenciranjem 
izoliranih plazmidov z začetnima oligonukleotidoma M13F in M13R, ki sta nalegala na 
plazmid (Preglednica 7). 
S sekvenciranjem smo želeli preveriti nukleotidno zaporedje efektorskih sekvenc ter 
preveriti, ali smo v vstopne plazmide sklonirali pravilen insert, ki ne vsebuje mutacij.  
Vzorce smo pripravili tako, da smo dodali 5 μl 5 μM začetnega oligonukleotida in 5 μl 
plazmida. Plazmidno DNA smo redčili do končne koncentracije 80-100 ng/μl. Vsak vzorec 
smo sekvencirali z začetnim oligonukleotidom 5' in 3'. Vzorce v vstopnem vektorju 
pENTR smo sekvencirali z začetnima oligonukleotidoma M13R in M13F (Preglednica 8). 
Sekvenciranje je opravilo podjetje GATC Biotech.  





Nukleotidno zaporedje  Tm naleganja para začetnih 
oligonukleotidov (°C )  
   
M13 F 
M13 R 






S programom VectorNTI 9 Suite – Align X smo poravnali sekvencirana nukleotidna 
zaporedja z že znanimi nukleotidnimi zaporedji efektorjev, s čimer smo se prepričali, da 
smo imeli v vektorjih želena nukleotidna zaporedja. 
2.7.2.11 Kloniranje konstruktov v ciljna vektorja pK2GW7 in pH7WGY2  
Ciljni plazmid pK2GW7 
Plazmid pK2GW7 smo uporabili kot ciljni, reporterski vektor za študijo spremljanja 
izražanja simptomov naših efektorjev na rastlinah vinske trte. Primeren je predvsem za 
analize promotorjev, povečano ekspresijo in kosupresijo želenega kloniranega zaporedja. 
Je kompatibilen binarni vektor Gateway®, za katerega je značilno, da se lahko podvojuje 
tako v E.coli kot v A. tumefaciens. Mejni zaporedji LB (angl. left border, LB) in RB (angl. 
right border, RB), sta odgovorni za prenos T-DNA, ki jo pri prehodni transformaciji 
posreduje A. tumefaciens.  
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Za plazmid je značilno da vsebuje promotor 35S in terminator, pPZP200 pa je njegova 
hrbtenica. Pred samo rekombinacijo se med mestoma attr1 in attr2 nahaja gen ccdB, ki je 
letalen za večino sevov E.coli in predstavlja negativno selekcijo vektorjev. Plazmid 
pK2GW7 ne vsebuje nobenega reporterskega gena, saj je bil namenjen izključno 
prekomernemu izražanju naših želenih sekvenc efektorjev. Gen za odpornost proti 
kanamicinu predstavlja pozitivno selekcijo. Z njim lahko zagotovimo, da prekonočne 
kulture agrobakterij vsebujejo le plazmide, pri katerih je prišlo do uspešne rekombinacije 
(Earley in sod., 2006; Tanaka in sod., 2012).  
Slika 3: Plazmidna karta reporterskega vektorja pK2GW7 (Gateway Vectors) 
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Ciljni plazmid pH7WGY2 
Za pozitivno kontrolo izražanja naših efektorskih zaporedij v listih vinske trte smo 
uporabili ciljni plazmid pH7WGY2. Vektor vsebuje regulatorna elementa za izražanje 
vstavljenega gena, in sicer promotor 35S in terminator 35S. S pomočjo rekombinacijskega 
kloniranja Gateway® smo med mesti za rekombinacijo attR1 in attR2 sklonirali naša 
želena efektorska zaporedja in spremljali njihovo izražanje v listih vinske trte s pomočjo 
rumenega fluorescentnega proteina, katerega zaporedje se nahaja takoj za zaporedjem 
promotorja 35S. Pred samo rekombinacijo se med tema dvema mestoma nahaja gen ccdB, 
ki je letalen za večino sevov E. coli in predstavlja negativno selekcijo vektorjev. Vsebuje 
tudi gen za odpornost proti spectinomicinu.  
 
V reakciji LR encim LR Clonase™ II omogoča prenos želenega gena oz. promotorja iz 
vstopnega vektorja v katerikoli ciljni vektor Gateway®, v katerem se ustvari ekspresijski 
klon.  
Za vsako efektorsko zaporedje smo pripravili dve reakciji LR, in sicer smo prenesli 
efektorsko zaporedje iz vstopnega plazmida pENTR v ciljna vektorja in pH7WGY2 in  
pK2GW7. Reakcije smo izvedli po navodilih proizvajalca kompleta, pENTR™ Directional 
TOPO® Cloning Kits (Invitrogen) in jih inkubirali čez noč, saj sta ciljna plazmida večja od 
10 kbp. V preglednici 9 so navedena razmerja vstopnega proti ciljnemu vektorju, ki smo 
jih uporabili v reakcijah. 
Slika 4: Plazmidna karta reporterskega vektorja pH7WGY 
(Gateway Vectors) 
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Preglednica 9: Shematski prikaz LR reakcij 
 LR reakcija 1 LR reakcija 2 
Vstopni vektor pENTR+efektor pENTR+efektor 









Ciljni vektor z vstavljenim želenim konstruktom smo transformirali v bakterije E. coli, 
tako da smo 2 μl reakcijske mešanice LR dodali 50 μl kemijsko kompetentnim celicam E. 
coli One Shot® TOP10. Sledil je enak protokol kot je opisan v točki 3.1.7.6. Na plošče LB 
s spektinomicinom (c = 75 μg/ml) oz. kanamicinom (c = 50 μg/ml) smo razmazali po 20, 
100 in 200 μl bakterijske mešanice in jih inkjubirali pri 37 °C.  
S PCR kolonij smo preverili, ali bakterije vsebujejo ustrezen konstrukt, kot je opisano v 
točki 2.7.2.7. Uporabili smo iste začetne oligonukleotide, kot pri prejšnjih reakcijah PCR.  
Uspešnost PCR kolonij smo preverili na gelu. Nato smo iz bakterijskih kolonij, za katere 
smo potrdili, da vsebujejo želen konstrukt, izolirali plazmide in izmerili njihovo 
koncentracijo in čistost z aparaturo za merjenje nukleinskih kislin NanoDrop (Thermo 
SCIENTIFIC). 
2.7.2.12 Transformacija elektrokompetentnih bakterij Agrobacterium tumefaciens  
Za prehodne transformacije rastlin Nicotiana benthamiana (glej 3.2.4). smo uporabili seva 
bakterije A. tumefaciens GV3101 in LBA4404, ker nismo vedeli, s katerim sevom bo 
transformacija uspešnejša. Seva vsebujeta umeten plazmid Ti z geni vir, ki so potrebni za 
izrezovanje in prenos T-DNA iz binarnega vektorja; v genomu pa ima gen za odpornost 
proti rifampicinu.  
Že pripravljene bakterije A. tumefaciens obeh sevov smo transformirali z elektroporacijo. 
Bakterijske celice smo odtalili in jih imeli ves čas na ledu. Najprej smo k 50 μl celic dodali 
1 μl plazmidne DNA. Vsebino smo odpipetirali v ohlajeno kiveto (Eppendorf) in jo 
postavili v elektroporator. Elektroporirali smo pri 2,0 kV, 200 Ω in 25 μF. Takoj po 
elektroporaciji smo dodali 1 ml tekočega gojišča YM, ki smo ga predhodno segreli na 
sobno temperaturo. Nato smo celotno vsebino prenesli v 15 ml centrifugirko (Corning) in 
jo stresali 3 ure pri 30 °C in 225 vnm. Transformirane celice A. tumefaciens smo razmazali 
na plošče YM z ustreznima selekcijskima antibiotikoma rifampicin (15 μg/ml) in 
spektinomicin (75 μg/ml) oz. kanamicin (50 μg/ml) in plošče inkubirali 48–56 h v 
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inkubatorju pri 30 °C. Na plošče smo razmazali majhne volumne transformiranih 
bakterijskih celic, in sicer 2 μl, 10 μl in 100 μl. 
2.7.3 Agroinfiltracija v vinsko trto 
Prehodno transformacijo vinske trte z efektorji smo poskusili izvesti z agrobakterijami z 
dvema različnima plazmidoma. Prvi je vseboval nukleotidni zapis za enega od šestih 
efektorjev. Z agroinfiltracijo teh plazmidov smo želeli spremljati bolezenska znamenja na 
vinski trti, ki so povezana s posameznim efektorjem. Na drugem plazmidu je bil 
nukleotidni zapis za enega od šestih efektorjev, v kombinaciji z nukleotidnim zapisom za 
rumeni fluorescenčni gen, s katerim smo želeli lokalizirati efektor v rastlinski celici. 
Agroinfiltrirane rastline vinske trte smo gojili v rastlinjaku. 
Ta korak je veljal za najtežjega, saj v literaturi nismo našli opisanih postopkov, kako 
izvesti prehodno transformacijo vinske trte. Transformacijo vinske trte smo poskusili na 
več načinov.  
 Metoda podtlaka (Ben-Amra in sod., 2013, Santos-Rosa in sod., 2008) 
Pri tej metodi smo uporabili protokol iz članka Ben-Amra in sod. (2013). Ker protokol, 
opisan v članku, ni deloval, smo metodo nekoliko spremenili. Spremembe oz. dodatki 
metod so prikazani v preglednici 10.  
V naslednji stopnji smo želeli določiti razmere, v katerih bi listi preživeli agroinfiltracijo in 
bi fluorescenco v celicah agroinfiltriranih neokuženih listov lahko opazovali. Suspenzijo 
bakterij smo pripravili natanko po postopku, ki so ga opisali Ben-Amra in sod. (2013). 
Rastline vinske trte, ki smo jih uporabili, so bile stare približno dva in pol meseca in visoke 
med 30-50 cm. 
V začetku smo  pripravili vso potrebo opremo: 
 sonifikator za zmehčanje listne površine, da bi izboljšali učinkovitost prodornosti 
agrobakterij z vključenimi plazmidi pri agroinfiltraciji; 
 plastično vakumsko posodo s pokrovom, ki prenese podtlak do 1 bara in velikosti, ki 
omogoča namestitev poskusne rastline; 
 podtlačno črpalko, za vzpostavitev podtlaka 1 bar; 
 primerno cev, za povezavo črpalke in posode.  
Shema poteka agrofiltracije je prikazana na sliki 5. Rastline smo obrnili za 180o v navpični 
osi, tako da so bili njihovi listi potopljeni najprej v vodo, kjer je potekla sonifikacija. 
Rastline smo nato prestavili v barvilo metilen modro in kasneje v suspenzijo bakterij. 
Slednji korak je potekal v vakumski posodi, v katero smo dovedli podtlak. Koraki, pri 
katerih smo še preizkusili naše spremembe poskusa so navedeni v preglednici 10. 
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Slika 5: Shematski prikaz agroinfiltracije s uporabo metode podtlaka. 
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Preglednica 10: Prikaz sprememb protokola originalnega članka 
korak v protokolu optimalni pogoji v protokolu v 
članju A. Ben-Amra, 2013 
naše testirane opcije 
poskus uspešnosti 




koncentracija: 0.01 % koncentracija: 0.01 % , 0.1 % 










OD=1 OD=1, 1.5, 0.5 
starost rastlin 8-10 tednov 10, 11, 12 tednov 
listi mlajši mlajši/starejši 
ranitev žil in površin 
listov 
ranjeni listi ranjeni/neranjeni listi 
sonifikacija 3s 0s, 1s, 3s, 10s, 30s 
čas vzpostavitve 
vakuma 
2 min 30 s, 1 min, 2 min, 5 min, 10 min 
velikost podtlaka 1 bar 0.5 bar, 1 bar 
hitrost spuščnja zraka v 
vakumsko posodo 
hitro hitro, počasi 
 
 Protokol Ben-Amra in sod. (2013) z dodatkom uporabe igle 
Metodo smo dopolnili z uporabo igle za vbrizgavanje suspenzije bakterij v liste, kot je 
opisano v standardnem postopku za agroinfiltracijo krompirja na Nacionalnem inštitutu za 
biologijo.  Na začetku postopka smo z iglo rahlo potisnili suspenzijo bakterij na več 
različnih točk na površini listov in nato rastlino izpostavili podtlaku.  
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2.7.4 Agroinfiltracija v rastline N. bentamiana 
Za agroinfiltracijo rastlin N. bentamiana smo uporabili uveljavljen protokol za 
agroinfiltracijo tobaka na Nacionalnem inštitutu za biologijo.  
Prvi dan smo posamezno kolonijo agrobakterij resuspendirali v 5 mL LB gojišča z 
dodanimi antibiotiki. Inokulirano gojšče smo inkubirali pri 28 °C preko noči pri 200 vnm. 
Poleg agrobakterij, ki so vsebovale plazmid za lokalizacijo efektorjev, smo nacepili še dve 
agrobakteriji z dvema različnima plazmidoma: p19, ki je ključen za uspešno transformacijo 
in kasnejše izražanje želenih konstruktov v celicah tobaka in plazmidom, katerega prepisan 
protein se veže v jedra celic in jih obarva rdeče. 
Drugi dan smo v 50 mL svežega gojišča LB z dodanimi antibiotiki prenesli 500 uL 
prekonočne kolture. Kulturo smo inkubirali do optične gostote 0,5. Po končani inkubaciji 
smo centrifugirali gojišče, pri 4000 vnm in 4 °C. Supernatant smo odstranili, celice pa 
resuspendirali v 10 ml svežega LB gojišča. Suspenzijo celic smo nato inkubirali na ledu 30 
min. Pod enakimi pogoji kot prej smo ponovno centrifugirali raztopino naših celic ter 
odstranili supernatant. Pelet smo resuspendirali v 10-20mL acetosiringona (0,2 mM) do 
optične gostote raztopine 0,5-0,8. To suspeznijo smo s pomočjo igel in brizg infiltrirali na 
spodnje strani listov tobaka. Po treh dneh smo pod konfokalno lupo z izbranimi laserji 
preverili uspešnost agroinfiltracije. 
2.7.4.1 Opazovanje pod konfokalno lupo  
Agroinfiltriran list smo odtrgali in ga položili s spodnjo stranjo navzgor med pokrov in dno 
petrijevke. Opazovali smo ga z laserskim konfokalnim mikroskopom Leica TCS LSI, 
povezanim z Leica Z6 APOA in objektivom PLAN APO 5.0X/0.50 LWD. Slike smo 
obdelali s programom Leica LAS X (Leica Microsystems).  
Nastavitve konfokalnega mikroskopa pri opazovanju RFP, YFP in GFP:  
 klorofil: vzbujanje z laserjem 690–750 nm, emisija 488 nm, intenziteta laserja 54,5 
%,  
 YFP (rumen barvni spekter): vzbujanje z laserjem 525–560 nm, emisija 488 nm, 
intenziteta laserja 68,8 %,  
 RFP (rdeč barvni spekter): vzbujanje z laserjem 570–630 nm, emisija 532 nm, 
intenziteta laserja 96,4 %  
29 
Čepin T. Učinek potencialnih efektorjev fitoplazme Candidatus Phytoplasma solani na rastlinski fenotip .                  
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije 2018 
 
3 REZULTATI 
3.1 PORAVNAVA NUKLEOTIDNIH ZAPOREDIJ EFEKTORJEV 
V okviru te naloge smo se osredotočili na šest potencialnih nukleotidnih zaporedij 
efektorjev iz različnih izolatov fitoplazme BNp, ki smo jih prejeli z Avstrijskega inštituta 
za tehnologijo. Zaporedja smo poravnali, da smo določili podobnost in ujemanje med njimi 
(Slike 6, 7, 8, 9, 10 11).  
Sekvence efektorja SP04 iz sedmih izolatov fitoplazem so imela 100 % podobnost. 
Zaporedje iz izolata 284_09 je bilo za 50 aminokislin krajše od ostalih, na preostalem delu 
pa je bila podobnost z zaporedji iz ostalih izolatov 100 % . V genomu izolatov 231_09 in 
BN722_13 efektorja SP04 nismo našli (Slika 6).  
 
Slika 6: Primer poravnav aminokislinskih zaporedij efektorja SP04 iz različnih izolatov fitoplazem. 
Sekvenca efektorja SP04 iz izolata BN 601 je prikazana kot prva. 
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Pri efektorju SP06 so imela zaporedja šestih izolatov fitoplazem 97-99 % podobnost. Pri 
podtipu KN4 manjka 109 aminokislin na začetku sekvence efektorja. Če bi hoteli dobiti 
celoten protein pri tem izolatu, bi morali dodati del zaporedja iz prejšnjega bralnega 
okvirja. Pri izolatu 284_09 manjka prvih 109 aminokislin, ostali del zaporedja se z 
izolatom BN601 ujema 100 %. V genomu izolata 231_09 efektorja SP06 nismo našli 
(Slika 7). 
Slika 7: Primer poravnav aminokislinskih zaporedij efektorja SP06 iz različnih izolatov fitoplazem. 
Sekvenca efektorja SP06 iz izolata BN 601 je prikazana kot prva. 
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Pri efektorju SP13 sej je pri podtipu BN601 zaporedje zaključilo na sredini 
predpostavljenega zaporedja, zato smo sklepali, da se zaporedje nadaljuje v naslednjem 
bralnem okvirju. Zaporedje smo sestavili iz treh bralnih okvirjev. Pri sintezi začetnih 
oligonukleotidov smo upoštevali sestavljeno zaporedje. Sestavljeno zaporedje BN601 ima 
s štirimi drugimi zaporedji 93 % podobnost. Pri izolatih BN1178 in  BN1183 manjka 
zadnjih 80 aminokislin. V genomu izolatov fitoplazem 231_09 in 284_09 efektorja SP13 
nismo našli (Slika 8). 
Slika 8: Primer poravnav aminokislinskih zaporedij efektorja SP13 iz različnih izolatov fitoplazem. 
Sekvenca efektorja SP13 iz izolata BN 601 je prikazana kot prva. 
Pri efektroju SP14 so imela zaporedja štirih izolatov fitoplazem 96-100 % podobnost. Pri 
zaporedju izolata KN4 je manjkalo prvih 317 aminokislin. Pri izolatih BN1178 in  BN1183 
manjka zadnjih 80 aminokislin. V genomu fitoplazem 231_09, BN1178, BN1183 in 
284_09 efektorja SP14 nismo našli (Slika 9). 
Slika 9: Primer poravnav aminokislinskih zaporedij efektorja SP14 iz različnih izolatov fitoplazem. 
Sekvenca efektorja SP14 iz izolata BN 601 je prikazana kot prva. 
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Pri efektorju SP18 so imela zaporedja devetih izolatov fitoplazem 99 % podobnost (Slika 
10). 
Pri efektroju SP28 so imela zaporedja osmih izolatov fitoplazem 91-100 % podobnost. Pri 
izolatu fitoplazme BN722_13 manjka prvih 66 aminokislin. Pri izolatu fitoplazme StolPo2 
je na začetku fitoplazme 26 aminokislin preveč (Slika 11). 
 
Slika 10: Primer poravnav aminokislinskih zaporedij efektorja SP18 iz različnih izolatov 
fitoplazem. Sekvenca efektorja SP18 iz izolata BN 601 je prikazana kot prva. 
Slika 11: Primer poravnav aminokislinskih zaporedij efektorja SP28 iz različnih izolatov 
fitoplazem. Sekvenca efektorja SP iz izolata BN 601 je prikazana kot prva. 
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3.2 ZAČETNI OLIGONUKLEOTIDI ZA POMNOŽEVANJE EFEKTORSKIH 
ZAPOREDIJ 
Začetne oligonukleotide smo dizajnirali na podlagi nukleotidnega zaporedja DNA 
fitoplazme BN601. Za vsak par oligonukleotidov smo določili ustrezno temperaturo 
naleganja. Za konstrukcijo začetnih  oligonukleotidov smo uporabili zaporedje 
nukleotidov, ki so na začetku efektorja. Končne oligonukleotide smo izdelali tako, da smo 
uporabili zaporedje nukleotidov, ki so na koncu efektorja. Za kloniranje efektorjev v 
plazmid pENTRTM/D-TOPO® smo na začetek začetnih oligonukleotidov dodali 
nukleotide CACC, ki so komplementarni nukleotidnemu zaporedju v plazmidu 
pENTRTM/D-TOPO® (Preglednica 11).  





Nukleotidno zaporedje  Tm naleganja 
para začetnih 
oligonukleoti
dov (°C )  
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  se nadaljuje 
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Legenda: CACC=4 nukleotidi dodani začetnim oligonukleotidom zaradi kasnejšega kloniranja v 
pENTRTM/D-TOPO® 
3.3 POMNOŽEVANJE EFEKTORSKIH ZAPOREDIJ S PCR 
Po PCR smo dobili fragmente ustrezne velikosti. Z nanosom fragmentov na agarozni gel 
(Slika 12) smo pokazali, da gre za efektorska zaporedja, ki smo jih želeli pridobiti. 
Dobljeni pomnožki so imeli koncentracije med 35 ng/ul in 222 ng/ul  (Preglednica 12). 
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Preglednica 12: Koncentracije produktov PCR. 
 
3.4 KLONIRANJE ZAPOREDIJ V PLAZMIDE PENTR  
Efektorje smo uspešno vstavili v plazmide pENTR in transformirali v bakterije, kar smo 
potrdili s PCR kolonij. S PCR kolonij smo preverili, katere kolonije vsebuje plazmid z 
želenim vključkom. Pomnožene produkte smo nanesli na agarozni gel. 
Vzorec ng/ul  A260  A280  260/280  260/230  
SP04 81.56 1.631 0.876 1.86 1.34 
SP06 87.75 1.755 0.925 1.90 1.43 
SP13 35.43 0.709 0.368 1.92 1.21 
SP14 56.49 1.130 0.581 1.94 0.71 
SP18 93.74 1.875 0.997 1.88 1.42 
SP28 222.02 4.440 2.365 1.88 1.25 
Slika 12: Slika. Slika agaroznega gela predstavlja s številkami označene pomnožke zaporedij 
efektorjev; 1- SP04-777bp, 2-SP06-1521bp, 3-SP13-819bp, 4-SP14-1890bp, 5- SP18-1623bp, 6-
SP28-474bp 
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Pri bakterijah z vstavljenim SP04 so bile pozitivne vse tri kolonije. Pri SP06 sta bili 
pozitivni dve koloniji od sedmih (koloniji 1 in 4). Pri SP13 pa sta bili pozitivni dve koloniji 
od sedmih (koloniji 10 in 13) (Slika 13). 
Pri bakterijah z vstavljenim SP14 je bilo pozitivnih pet kolonij od osmih (kolonije 3, 4, 5, 6 
in 8). Pri SP18 so bile pozitivne tri kolonije od osmih (kolonije 11, 13 in 16). Pri SP28 pa 
sta bili pozitivni dve koloniji od osmih (koloniji 4 in 7) (Slika 14). 
 
Slika 14: PCR kolonij z efektorskimi zaporedji, ki so bila klonirana v pENTR vektorje. Levo SP14 
(1-8), SP18 (9-16), desno SP28 (1-8). 
Slika 13: PCR kolonij z efektorskimi zaporedji, ki so bila klonirana v pENTR vektorje. Levo SP04 
(1-3), desno SP06 (1-7) in SP13 (8-14). 
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3.5 IZOLACIJA IN MERJENJE KONCENTRACIJE EFEKTORJEV VKLJUČENIH V 
PLAZMIDE PENTR 
Po eno pozitivno kolonijo s plazmidi pENTR, ki je vsebovala posamezno klonirano 
zaporedje  efektorja, smo pomnožili in izolirali plazmide, katerim smo določili 
koncentracijo (Preglednica 13). 
 
Preglednica 13: Koncentracije izoliranih vektorjev pENTR z vključenimi efektorskimi zaporedji. 
Vzorec ng/ul  A260  A280  260/280  260/230  
SP04 165.75 3.315 1.716 1.93 2.20 
SP06 135.74 2.715 1.424 1.91 1.83 
SP13 119.65 2.393 1.222 1.96 2.23 
SP14 133.43 2.669 1.390 1.92 2.26 
SP18 114.63 2.293 1.223 1.87 2.00 
SP28 79.63 1.593 0.841 1.89 2.21 
 
S sekvenciranjem smo potrdili, da so bila vključena zaporedja prava ter da niso vsebovala 
mutacij. 
3.6 KLONIRANJE ZAPOREDIJ V DESTINACIJSKI VEKTOR 
Z reakcijo LR, pri kateri je prišlo do homologne rekombinacije efektorskih zaporedij med 
plazmidi pENTR. S posameznimi efektorji in destinacijskimi plazmidi, smo zaporedje 
posameznih efektorjev vstavili v končni destinacijski plazmid. Da smo dokazali, da 
bakterije vsebujejo destinacijske plazmide z nukleotidnim zaporedji efektorjev, smo iz 
zraslih kolonij izvedli PCR kolonij. Pomnožene produkte smo nanesli na agarozni gel in 
pokazali, da so vse analizirane kolonije vsebovale destinacijske palzmide z ustreznimi 
zaporedji efektorjev (Slike 15, 16, 17, 18). 
pKXX= efektor, ki je kloniran v pK2GW7 plazmid 
pHXX= efektor, ki je kloniran v pH7WGY2 plazmid 
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Slika 15: PCR kolonij z efektorji, vključenih v pENTR vektorje. pK04 (1-4), pH04 (5-8), pKXX= 
efektor, ki je kloniran v pK2GW7 plazmid, pHXX= efektor, ki je kloniran v pH7WGY2 plazmid 
800bp 
Slika 16: PCR kolonij z efektorji, vključenih v pENTR vektorje. pK06 (1-8), pH06 (9-16), pKXX= 
efektor, ki je kloniran v pK2GW7 plazmid, pHXX= efektor, ki je kloniran v pH7WGY2 plazmid 
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Slika 17: PCR kolonij efektorjev, vključenih v pENTR vektorje. pK13 (1-4), pH13 (5-8), pK14 (9-
12), pH14 (13-16),  pKXX= efektor, ki je kloniran v pK2GW7 plazmid, pHXX= efektor, ki je 
kloniran v pH7WGY2 plazmid 
Slika 18: PCR kolonij efektorjev, vključenih v pENTR vektorje. pK18 (1-4), pH18 (5-8), pK28 (9-
12), pH28 (13-16), pKXX= efektor, ki je kloniran v pK2GW7 plazmid, pHXX= efektor, ki je 
kloniran v pH7WGY2 plazmid 
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3.7 TRANSFORMACIJA PLAZMIDOV V AGROBAKTERIJO 
Destinacijske plazmide smo uspešno vnesli v elektrokompetentne agrobakterije. Pridobili 
smo kolonije na selekcijskih gojiščih (Slika 19). Da imajo kolonije plazmide z želenimi 
vključki, smo potrdili s sekvenciranjem. 
Slika 19: Uspešna transformacija plazmidov v agrobakterijo. 
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3.8 PRIPRAVLJENE SADIKE VINSKIH TRT 
Poganjki vinske trte so po enem mesecu pognali korenine, sledila je presaditev v lončke, 
po dveh mesecih in pol pa so dosegli primerno razvitost za uporabo pri agroinfiltraciji 
(Slika 20). 
Slika 20: Mladi poganjki vinske trte (levo zgoraj) na samem začetku inkubacije v drevesnici 
Vrhpolje; mladi in že ozeleneli poganjki en mesec po presaditvi (levo spodaj);  primerno velike 
rastline vinske trte (30-60 cm) pripravljene za agroinfiltracijo (desno) 
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3.9 AGROINFILTRACIJA V VINSKO TRTO 
Uspešnost agroinfiltracije smo preverili z barviloma metilen modro in bromfenol modro. 
Rezultat je bila polovična obarvanost listov pri nekateri rastlinah pri uporabi bromfenol 
modrega barvila, vendar pa je le ta izginila po nekaj dneh ali pa so se listi začeli sušiti. Z 
uporabo metilen modrega barvila obarvanosti nismo zasledili (Slika 21).  
Slika 21: Vinska trta (levo) pred in (desno) po agroinfiltraciji bromofenol modrega barvila. 
V nadaljevanju smo uporabili močilo »break-thru«, ki bi naj izboljšal sam proces. 
Penetracije barvila je bila s tem močilom boljša, vendar so listi kljub temu začeli propadati 
po nekaj dneh od izvedbe poskusa (Slika 22). 
Agrobakterije smo po postopku, opisanem v članku Ben-Amra in sod., 2013, gojili tako, da 
smo pripravili suspenzije z različnimi optičnimi gostotami bakterij (Preglednica 9), vendar 
z nobeno nismo dobili pozitivnega rezultata agroinfiltarcije.  
Rastline, ki smo jih uporabili so bile stare od 10 do 12 tednov. Zaradi dolgotrajnosti 
postopka priprave konstruktov za agroinfiltracijo, je bil rastlinski material ob zadnjih 
poskusih agroinfiltracije blizu zgornje starostne meje. Rezultati se kljub uporabi starejših 
rastlin niso razlikovali po uspešnosti. 
Poskusili smo tudi z različno starimi listi. Pozitivnost rezultatov je bila naključna, včasih se 
je bolje izkazala uporaba mlajših listov, včasih pa starejših.  
Sonifikacija je sicer povzročila boljšo obarvanost listov, vendar pri daljšem času 
izpostavitve. Daljši čas pa je v končni fazi prispeval k hitremu propadu lista (Slika 22). 
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Čas izpostavitve rastline podtlaku in hitrost spuščanja zraka nazaj v posodo ni imelo vpliva 
na uspešnost proces.  
3.10 PRIPRAVA SADIK  N. BENTAMIANA  
Sadike rastlin N. bentamiana smo gojili v ustreznih razmerah približno en mesec, kar naj bi 
bila optimalna starost za agroinfiltracijo.  
3.11 AGROINFILTRACIJA V RASTLINE N. BENTAMIANA 
Slika 22: Posledice transformacije na rastlinah vinske trte po petih dneh. 
 
Slika 15: Posledice transformacije na rastlinah vinske trte po petih dneh. 
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Agroinfiltracijo v rastline N. bentamiana smo uspešno izvedli. Dokaz za uspešno 
infiltracijo listov  je bil viden že takoj po injiciranju suspenzije bakterij (Slika 23). 
3.12 FLUORESCENCA TRANSFORMIRANIH EFEKTORJEV 
Liste rastlin N. bentamiana smo po 3 dneh od izvedene agroinfiltracije pregledali s 
konfokalno mikroskopijo. Pri tem smo posamezno zajeli slike, kjer se vidi 
avtofluorescenca klorofila in pa slike kjer se vidi fluorescenca plazmidov pH7WGY2, v 
katerih je gen za YFP s posameznim vstavljenim efektorjem. Na koncu smo z računalniško 
obdelavo posameznih slik izdelali slike, na katerih je vidna avtofluorescenca klorofila in 
slika, kjer je vidna fluorescenca YFP (Slika 24-29). 
Pri efektorjih SP14 (Slika 27) in efektorju SP28 (Slika), smo poleg našega destinacijskega 
vektorja uspeli transformirati tudi vektor, katerega preveden protein je sklopljen z rdečim 
fluorescentim proteinom. Sklopljena proteina se vežeta v jedru in ga lokalizirata. S tem 
smo dokazali, da se efektorji lokalizirajo v jedru.  
 
Slika 23: Rastlina N. bentamiana po agroinfiltraciji. Vidne so svetlejše površine listov, ki predstavljajo 
transformirana področja listov. 
 
45 
Čepin T. Učinek potencialnih efektorjev fitoplazme Candidatus Phytoplasma solani na rastlinski fenotip .                  
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije 2018 
 
Slika 24: Celice listov dva dneva po agroinfiltraciji. Levo zgoraj, avtofluorescenca klorofilnih zrn; 
desno zgoraj, fluorescenca transformiranega efektorja SP04; spodaj, prekriti sliki avtofluorescence 
klorofilnih zrn in fluorescence efektorja SP04. 
 
Slika 16: Celice listov dva dneva po agroinfiltraciji. Levo zgoraj, avtofluorescenca klorofilnih zrn; 
desno zgoraj, fluorescenca transformiranega efektorja SP04; spodaj, prekriti sliki avtofluorescence 
klorofilnih zrn in fluorescence efektorja SP04. 
Fluorescenca efektorjev se je pri efektorju SP04 videla razločno. Pri tem efektorju smo 
predvidevali, da se izraža v jedru in v citoplazmi celic. V primerjavi s fluorescenco drugih 
efektorjev, je bila jakost fluorescence efektorja SP04 50 %. 
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Fluorescenca efektorjev se je pri efektorju SP06 videla razločno. Pri tem efektorju smo 
predvidevali, da se izraža v jedru in v citoplazmi celic. V primerjavi s fluorescenco drugih 
efektorjev, je bila jakost fluorescence efektorja SP06 80 %.  
Slika 25: Celice listov rastlin N. bentamiana tri dni po agroinfiltarciji. Levo zgoraj,  
avtofluorescenca klorofilnih zrn;  desno zgoraj, fluorescenca transformiranega efektorja SP06; 
spodaj, prekriti sliki avtofluorescence klorofilnih zrn in fluorescence efektorja SP06. 
 
Slika 17: Celice listov rastlin N. bentamiana tri dni po agroinfiltarciji. Levo zgoraj,  
avtofluorescenca klorofilnih zrn;  desno zgoraj, fluorescenca transformiranega efektorja SP06; 
spodaj, prekriti sliki avtofluorescence klorofilnih zrn in fluorescence efektorja SP06. 
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Slika 26: Celice listov rastlin N. bentamiana dva dneva po agroinfiltraciji. Levo zgoraj,  
avtofluorescenca klorofilnih zrn; desno zgoraj, fluorescenca transformiranega efektorja SP13; 
spodaj, prekriti sliki avtofluorescence klorofilnih zrn in fluorescence efektorja SP13. 
 
Slika 18: Celice listov rastlin N. bentamiana dva dneva po agroinfiltraciji. Levo zgoraj,  
avtofluorescenca klorofilnih zrn; desno zgoraj, fluorescenca transformiranega efektorja SP13; 
spodaj, prekriti sliki avtofluorescence klorofilnih zrn in fluorescence efektorja SP13. 
Fluorescenca efektorjev se je pri efektorju SP13 videla manj razločno. Pri tem efektorju 
smo predvidevali, da se izraža v jedru in v citoplazmi celic. V primerjavi s fluorescenco 
drugih efektorji, je bila jakost fluorescence efektorja SP13 20 % oz. najslabša.  
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Slika 27: Celice listov rastlin N. bentamiana dve dneva po opravljeni agroinfiltraciji. Levo zgoraj, 
avtofluorescenca klorofilnih zrn; desno zgoraj, fluorescenca transformiranega efektorja SP14; 




Slika 19: Celice listov rastlin N. bentamiana dve dneva po opravljeni agroinfiltraciji. Levo zgoraj, 
avtofluorescenca klorofilnih zrn; desno zgoraj, fluorescenca transformiranega efektorja SP14; 
spodaj, prekriti sliki avtofluorescence klorofilnih zrn in fluorescence efektorja SP14. 
 
 
Fluorescenca efektorjev se je pri efektorju SP14 videla razločno. Pri tem efektorju smo 
predvidevali, da se izraža v jedru in v citoplazmi celic. V primerjavi s fluorescenco drugih 
efektorjev, je bila jakost fluorescence efektorja SP14 50 %. 
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Fluorescenca efektorjev se je pri efektorju SP18 videla razločno. Pri tem efektorju smo 
predvidevali, da se izraža v jedru in v citoplazmi celic. V primerjavi s fluorescenco drugih 
efektorjev, je bila jakost fluorescence efektorja SP18 40 %.  
Slika 28: Celice listov rastlin N. bentamiana dva dneva po agroinfiltraciji. Levo zgoraj, 
avtofluorescenca klorofilnih zrn; desno zgoraj, fluorescenca transformiranega efektorja 
SP18; spodaj, prekriti sliki avtofluorescence klorofilnih zrn in fluorescence efektorja SP18. 
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Fluorescenca efektorjev se je pri efektorju SP28 videla najbolj razločno. Pri tem efektorju 
smo predvidevali, da se izraža v jedru in v citoplazmi celic. V primerjavi s fluorescenco 
drugih efektorjev, je bila jakost fluorescence efektorja SP28 100 %. 
 
Slika 29: Celice listov rastlin N. bentamiana dva dneva po agroinfiltraciji. Levo zgoraj, 
avtofluorescenca klorofilnih zrn; desno zgoraj, fluorescenca transformiranega efektorja SP28; 
spodaj levo, prekriti sliki avtofluorescence klorofilnih zrn in fluorescence efektorja SP28; spodaj 
desno uspešen poskus dodanega označevalca za jedra celic (rdeče obarvanje).  
Slika 20: Celice listov rastlin N. bentamiana dva dneva po agroinfiltraciji. Levo zgoraj, 
avtofluorescenca klorofilnih zrn; desno zgoraj, fluorescenca transformiranega efektorja SP28; 
spodaj levo, prekriti sliki avtofluorescence klorofilnih zrn in fluorescence efektorja SP28; spodaj 
desnouspešen  uspešnih poskus dodanega označevalca za jedra celic (rdeče obarvanje).  
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4 DISKUSIJA 
4.1 PORAVNAVE EFEKTORSKIH ZAPOREDIJ 
Podobnost med zaporedji efektorjev je bila velika (93 % -100 %). To nakazuje, da je ta del 
genoma fitoplazem zelo ohranjen in posledično so ti proteini za fitoplazmo zelo 
pomembni. Pri nekaterih izolatih fitoplazem so bila zaporedja določenih efektorjev 
bistveno krajša od ostalih efektorjev iz genoma izolata. Vzrok bi bil lahko resnično krajše 
zaporedje efektorja, ali pa da pri sestavljanju zaporedij efektorjev nismo upoštevali več 
bralnih okvirjev. Predpostavljamo, da je druga možnost verjetnejša.  
Zaporedje posameznega efektorja smo sestavili iz več bralnih okvirjev, in to novo 
zaporedje poravnali z zaporedji istih efektorjev iz drugih izolatov. Pri nekaterih izolatih so 
zaporedja za nekatere efektorje manjkala. Iz prisotnosti in odsotnosti določenih efektorskih 
zaporedij v izolatih, bi lahko sledile razlike v bolezenskih znamenjih, ki jih posamezni 
izolati povzročajo na vinski trti.  
Raziskovalci z Avstrijskega inštituta za tehnologijo so zbrali veliko zaporedij DNA, ki naj 
bi predstavljala potencialne efektorje. Da bi našo raziskavo opravili najbolj optimalno, smo 
iz večjega nabora efektorjev izbrali šest takih, s katerimi smo dobili največje število 
poravnav v bazah oz. s tistimi zaporedji proteinov, ki so znani kot efektorji za okuževanje 
rastlin.  
4.2 KLONIRANJE V VSTOPNE IN DESTINACIJSKE VEKTORJE 
Ker različni sevi agrobakterij različno uspešno okužujejo rastlinske vrste (Galvin, 2003), 
smo kot nosilca naših destinacijskih vektorjev uporabili seva GV3101 in LBA4404. 
Ugotovili smo, da med njima ni bistvenih razlik pri sami agroinfiltraciji vinske trte ali 
rastlin N. bentamiana. Uspešnost enega oz. drugega seva pa je bila naključna, saj se je pri 
identičnih plazmidih pri večkratnih poskusih agroinfiltracije, posamezen sev bakterije 
obnašal različno. Enkrat je bil uspešnejši GV3101, drugič pa LBA4404.  
4.3 AGROINFILTRACIJA RASTLIN N. BENTAMIANA 
Pri agroinfiltraciji rastlin N. bentamiana  smo uporabili protokol, ki ga na Nacionalnem 
inštitutu za biologijo rutinsko uspešno uporabljajo. Uspešni rezultati agriunfiltracije so 
predstavljeni v rubriki rezultati. Sprva smo hoteli z agroinfiltracijo dokazati lokacijo naših 
efektorjev v celici oz. natančneje ali se efektor izraža v jedru ali v citoplazmi celice. V ta 
namen smo uporabili en celični označevalec za jedro in celično membrano, en celični 
označevalec za citoplazmo in plazmide z vstavljenimi efektorji. Po en efektor smo hoteli 
združiti z obema omenjenima označevalcema in tako skupno vse tri plazmide 
transformirati v rastlini. Transformacija kombinacije treh različnih plazmidov je bila na 
Nacionalnem inštitutu za biologijo že uspešno uporabljena. V naših poskusih s tem 
postopkom celostnih pozitivnih rezultatov nismo dobili.  
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Uspelo pa nam je agroinfiltrirati vse posamezne plazmide s vključenimi efektorji. Poleg 
plazmidov z določenimi efektorji (SP14, SP28) pa smo uspešno transformirali tudi plazmid 
z označevalcem za jedra. S končnimi rezultati smo pokazali, da se efektorji najverjetneje 
izražajo v jedru in citoplazmi, dokazali pa smo tudi, da sta vsaj dva efektorja (SP14, SP28) 
lokalizirana v jedru. S pozitivnimi rezultati agroinfiltracije efektorjev smo bili zelo 
zadovoljni. 
Ugotovili smo, da se intenziteta fluorescence razlikuje med posameznimi efektorji. Možno 
je, da ima vpliv na jakost fluorescence efektorjev njihova velikost. SP28, katerega 
fluorescenca je bila najmočnejša, je po velikosti najmanjši efektor. Kljub temu je bila 
najšibkejša  fluorescenca efektorja SP13, čeprav ta ni  največji efektor. 
V nadaljnjih poskusih bi bilo zagotovo smiselno raziskati, zakaj transformacija z dodanimi 
različnimi plazmidi ni uspela pri ostalih efektorjih. Z uspešno agroinfiltracijo več 
plazmidov oz. različnih označevalcev za celične organele, bi dobili dodaten vpogled v 
lokalizacijo potencialnih fitoplazemskih efektorjev v rastlinskih celicah. 
4.4 AGROINFILTRACIJA VINSKE TRTE 
Pri agroinfiltraciji trte smo preizkusili več različnih načinov oz. protokolov. Trenutno ne 
obstaja nobena zanesljiva in dobro opisana metoda prehodne transformacije vinske trte, 
zato smo zastavili poskuse na podlagi štirih člankov, ki so bili na voljo (Ben-Amra in sod., 
2013, Santos-Rosa in sod., 2008, Zottini in sod., 2008, Bertazzon in sod., 2012). 
Osredotočili smo se predvsem na metode, ki so vključevale uporabo podtlaka, s katerim bi 
bila penetracija agrobakterij med celice listov vinske trte olajšana. Osnova za naše poskuse 
je bil v končni stopnji protokol za prehodno transformacijo iz članka Ben-Amra in sod. 
(2013). V protokolih, opisanih v Santos-Rosa in sod. (2008) in Bertazzon in sod. (2012), je 
podtlak prav tako vključen, vendar pa so raziskovalci v teh poskusih uporabljali liste 
vinske trte, ki so jih odrezali in nato agroinfiltrirane inkubirali v petrijevki z agarjem. 
Slednja metoda pri nas ni bila uporabna, saj smo hoteli izvesti agroinfiltracijo in vivo, saj 
bi le tako videli posledice delovanja fitoplazemskih efektorjev. 
Naš končni protokol je tako upošteval glavne  stopnje protokola  Ben-Amra in sod. (2013) 
z našimi spremembami (Preglednica 9). V protokolu  Ben-Amra in sod. (2013) 
raziskovalci omenjajo metodo, pri kateri so z brizgo vbrizgali suspenzijo  agrobakterij v 
spodnjo povrhnjico listov vinske trte, vendar metoda ni bila uspešna. V naši nalogi smo 
transformacijo izvedeli z brizgo, kot so to opisali  Zottini in sod. (2008). Naši rezultati pa 
se skladajo z rezultati Ben-Amra in sod. (2013), saj nam z uporabo brizge agroinfiltracija 
ni uspela.  
Namen naše raziskave je bil, da bi začeli z agroinfiltracijo takoj, ko bi vinske trte dosegle 
optimalno starost. Pri samih poskusih smo imeli nekaj manjših težav (npr. v prvem 
poskusu nismo uspeli transformirati efektorja v destinacijski vektor, pri rasti agrobakterije 
z vključenimi plazmidi za v namen agroinfiltracije), ki so podaljšali čas za pripravo 
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konstruktov. Tako smo imeli  konstrukte pripravljene za agroinfiltracijo, ko so bile trte 
stare 10 tednov. Najprej smo liste vinske trte uspešno agroinfiltrirali z barvilom bromfenol 
modro, da bi preizkusili, če se barvilo po agroinfiltraciji ohrani v listih. Kasneje se je 
izrazila težava, da so se agroinfiltrirani listi začeli po treh dneh sušiti. Da bi podaljšali 
viabilnost listov po agroinfiltraciji, smo dodali spremembe originalnemu protokolu 
(Santos-Rosa in sod., 2008; Zottini in sod., 2008; Bertazzon in sod., 2012). V podtlačni 
posodi smo zniževali oz. zviševali podtlak, spreminjali koncentracijo suspenzije 
agrobakterij, krajšali in podaljšali čas izpostavitve vinske trte podtlaku, liste vinske trte 
smo dodatno rahlo mehansko obdelali in po rezu v ožilje lista, z iglo večkrat prebodli 
spodnjo povrhnjico. Kljub spremembam protokola se je listna površina v večini primerov 
posušila in propadla. S tem, ko je bila rastlina uničena zaradi postopka agroinfiltracije, ni 
bilo mogoče opazovati možnih bolezenskih znamenj, ki bi jih sprožili efektorji.   
V prihodnjih raziskavah na tem področju bi bilo potrebno raziskati sam princip metode 
prehodne transformacije vinske trte, saj natančnih protokolov za prehodno agroinfiltracajo 
vinske trte trenutno ni. Ugotoviti bi bilo potrebno katera sorta vinske trte bi bil za 
agroinfiltracijo najbolj primerna. Možno je, da sorta “Chardonnay”, ki smo jo uporabili v 
poskusih, ni primerna za prehodno transformacijo zaradi zgradbe listov, ki otežujejo 
prodornost agrobakterij.  
Razmisliti bi bilo potrebno tudi o načinu vstavitve bakterije, plazmida v oz. med celice 
vinske trte, saj se zgradba tkiv listov rastline N. bentamiana razlikuje od listov vinske trte. 
Morda bi bila kakšna druga metoda učinkovitejša za agrinfiltracijo od uporabljen metode s 
podtlakom. 
S poskusi prehodne transformacije vinske trte s potencialnimi efektorji fitoplazem smo 
pridobili dobre rezultate in vpogled na mehanizem izražanja in lokalizacijo efektorjev 
fitoplazme BN v rastlinskih celicah. Dokazali smo, da se efektorji izražajo v celičnih jedrih 
transformiranih rastlinskih listov, poleg tega pa smo pridobili kakovostne rezultate na 
področju metode prehodne transformacije vinske trte, ki bodo raziskovalcem v prihodnosti 
v pomoč v prihodnjih raziskavah na področju fitoplazemskih okužb rastlin. 
54 
Čepin T. Učinek potencialnih efektorjev fitoplazme Candidatus Phytoplasma solani na rastlinski fenotip .                  
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije 2018 
 
5 POVZETEK 
Evropa je glavni svetovni proizvajalec in izvoznik sadik vinske trte (Vitis vinifera L.) in 
vina. Na lestvici glavnih svetovnih proizvajalk vina so na prvih treh mestih kar tri evropske 
države. Italija, Španija in Francija, Slovenija pa se po pridelavi vina uvršča na visoko 45. 
mesto na svetovni ravni (Food and Agriculture Organization, 2015). Na to pomembno 
gospodarsko področje vplivajo številne bolezni, med katerimi so izredno pomembne 
bolezni trsnih rumenic (GY), ki jih povzročajo fitoplazme, še posebej navadna trsna 
rumenica ali počrnelost lesa (Bois noir, BN), ki jo povzroča 'Candidatus Phytoplasma 
solani' (Bois Noir phytoplasma, BNp), in zlata trsna rumenica (Flavescence dorée, FD), ki 
jo povzroča fitoplazma FDp. Raziskave GY so izjemnega pomena za preprečevanje okužb 
vinske trte s fitoplazemami in s tem za preprečevanje izgub prideleka grozdja. 
Skupina dr. Günterja Braderja z Avstrisjkega inštituta za tehnologijo je s pomočjo 
bioinformatskih orodij smo poiskala potencialne efektorje BNp, ki bi lahko vplivali na 
rastlinski fenotip, to je na razvoj bolezenskih znamenj po okužbi. S tem so dobili osnovo 
za primerjalno genomiko skupine bližnje sorodnih sevov, ki kažejo razlike v bolezenskih 
znamenjih na madagaskarskemu zimzelenu (Catharanthus roseus L.), kot modelni rastlini 
za raziskave fitoplazem. Z uporabo bioinformatskih orodij so po sekvenciranju postavili 
katalog efektorjev iz bližnje sorodnih sevov, prevladujočih sevov in sevov, ki povzročajo 
različna bolezenska znamenja.  
V okviru magistrskega dela smo iz kataloga potencialnih efektorjev BNp izbrali šest 
potencialnih efektorjev. SP04, SP06, SP13, SP14, SP18 in SP28. Za izbrane efektorjev 
smo pripravili začetne oligonukleotide. Pomnožili smo sekvence izbranih efektorjev. 
Pomnožene sekvence smo klonirali v plazmid pENTR. Klonirane konstrukte smo 
transformirali v bakterije E. coli. pENTR plazmide z vključenimi efektorji smo s 
homologno rekombinacijo vstavili v plazmid z dodanim YFP. Plazmide smo transformirali 
v agrobakterije ter jih agroinfiltrirali v liste tobaka (Nicotiana benthamiana L.). 
Transformirane efektorje smo lokalizirali s pomočjo konfokalne mikroskopije. Ugotovili 
smo, da se je vseh šest efektorjev izražalo v jedru in citoplazmi. Razlike med posameznimi 
efektorji pa smo opazili v intenziteti izražanja posameznega efektorja. Najbolj se je izražal 
efektor SP28, najmanj pa efektor SP13. 
Poskusili smo vpeljati tudi postopek za prehodno transformacijo vinske trte. Glede na 
literaturne podatke smo izbrali postopek s podtlakom, pri katerem smo najprej preizkusili 
metodo z barvilom bromofenol modro in za tem s suspenzijo agrobakterij. Spreminjali smo 
jakost podtlaka, čas izpostavitve rastline podtlaku, hitrost nevtralizacije podtlaka, 
koncentracijo suspeznije agrobakterij in stopnjo ranitve listnih površin. Dobili smo 
pozitivne rezultate pri uporabi modrega barvila. 
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